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別紙様式3
論　文　内　容　要　旨
確理番号　　737　　蔚…竃 たかはしあきまさ高橋　顕雅
Me血血limpa址占許αⅣ血dendome址idcancercell白雨acdleyde
a理e或乱ndconeom址anta咄叩ha訂andapqpto由
学位論文題目（メトホルミンは細胞周期の停止およびオートファジーとアポトーシスの作
用により子宮内膜癌細胞株の増殖を抑制する）
【背景と日的】
近年、食生活の欧米化に伴い、子宮内膜癌の発生頻度は、欧米諸国と同様に日本において
も年々増加傾向にある。子宮内膜癌患者の3～14％は40歳以下と報告されており、特徴とし
ては肥満、2型糖尿病、多素地性卵巣症候群などが挙げられる。比較的早期癌患者が多く、
子宮全摘出術を施行することによりほとんどの症例において治癒が可能であるが、一方で、
挙児希望を持つ患者も多く、妊畢性温存を考慮した恰廉の選択が必要である。現在、妊卒性
温存治療として、酢酸メドロキシプロゲステロンを使用しているが、肥満患者も多く、肺塞
栓症のリスクが上昇することもあり、使用を控えなければならないことも多く、また、奏効
率も50％程度とそれほど高くなく、更なる秦効率の高い、安全な治療法の開発が待たれる。
2型糖尿病治療薬であるメトホルミンは、他の癌腫において腫瘍抑制効果を認めると報告
されており、子宮内膜症においても、AMPK・mTOR経路を介してアポトーシスを誘導する
l
ことにより腫瘍増殖抑制効果を発揮することが知られている。しかし、そのメカニズムにつ
いては不明な所も多いd近年、細胞の自食作用であるオートファジーが腫癌細胞増殖抑制メ
カニズムとして注目されている。そこで、われわれはメトホルミンによる子宮内膜癌増殖抑
制効果を若年子宮内膜癌細胞株で検討し、腫瘍増殖抑制メカニズムとしてのオートファジー
の役割を検討することとした。
【方法】
子宮内膜症の類内膜腹痛Gradelであるhh址awa細胞株を用いた。I8h址awa細胞株にメト
ホルミンを各種濃度で潮田し、WST・8a舶ay、①h町血r血Iga鵠ayにより細胞増殖抑制効
果を検討した。Fbw呼tOmet町で細胞周期、アポトーシス、ミトコンドリア膜電位、ad肋
Ⅴ髄kdarorgane鮎の備肝を行った。細胞周期（p53、p21）、アポトーシス（Bax、Bd・幻、
オートファジー（LC3B、p62、Bedin・1）関連タンパクの発現変化をwe畠臨mb旭丘喝法で
l
検討した。ca坤a8e－3／T、・8、・9はEI．I昆A法にて検討した。また3・Ⅱは叫河a血血旭（3M朗、
血bmquhe（CQ）と併用処理、あるいはオートファジー主要調節国子のhedin・1を由RN：口
で発現抑制し、オートファジーを抑制し、増殖抑制効果、アポトーシスの解析を行った。
（備考）1．論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結静の順に記載し、2千宇
程度でタイプ等で印字すること。
J j f‘・
（続・紙）
2．※印の櫛には記入しないこと。
【結果】
メトホルミンは濃度依存的、時間依存的に細胞増殖抑制効果を認めた。48時間でのIC50
億は6．78血Mであった。細胞周期解析を行ったところ濃度依存的にS期の低下、G2JM期の
増加を認めた。p21の上昇、p53の低下を認めた。p53非依存的に細胞周期の停止が起こっ
ていることを示した。また、メトホルミンは濃度依存的にAnmex血Ⅴ陽性細胞の増加を認め、
ミトコンドリアの膜電位の低下が認められた。Bax侶d疇2比は上昇しており、Ca坤a烏e・3／7、
－8、・9すべてにおいて濃度依存的に活性が上昇していたことから、eX血血および玩血血血
pathw叩においてアポトーシスを誘導することがわかった。
次にメトホルミンは濃度依存的に赤色傭色比の上昇を呈し、We由rnbh血喝詰において
も濃度依存的にhC3BII瓜CBB工の増加、p62の低下を罷めていた。オートファジーを誘導し
ていることを証明した。オートファジー阻事剤である3MAとCqを添加することによりCe
viahil軸の上昇、Amxi血Ⅴ陽性細胞数の低下、tla印a台e3／T活性の低下、Cle帥ed且ARPの
発現低下を認めた。オートファジーの主要調節園子であるBe血・1をノックダウンしても同
様の唐草が得られた。以上よりメトホルミンにおける子宮内膜癌細胞株に対するオートファ
ジーの作用は殺細胞的であることが示唆された。
【考察】
2型糖尿病治療薬であるメトホルミンが様々な癌腫で抗腫瘍効果を認めるという報告がさ
れ、オートファジーとの関連についても議論されている。しかし、オートファジーの効果は、
細胞保護的、あるいは殺細胞的と相反する作用を持ち合わせており、子宮内膜癌に関しては
検討されていなかった。本研究において、メトホルミンの子宮内膜癌細胞株に対する抗腫瘍
効果を発揮するメカニズムは、細胞周期の停止、アポトーシスによる殺細胞効果と合わせて、
オートファジーが関与していることを示し、さらにオートファジーがアポトーシスを増強す
ることによって、殺細胞的に作用していることを示した。多義胞性卵巣症候群において、メ
トホルミンが排卵を改善させるということはすでにわかっており、卵巣機能を低下させるこ
となく、抗腫瘍効果を発揮することができる有力な薬剤になると考えられる。
今回の検討は血血での検討であり、血繭での検討を今後加える必要がある。
【結論】　　　　’
Ish址awa細胞株において、メトホルミンはG受朋期において細胞周期の停止をし、オートフ
ァジーとアポトーシスの両者を誘導することにより細胞増殖を抑制していることを示した。
メトホルミンが子宮内膜癌に対する有効な治療薬になりうるとともに、オー・トファジーを蘭
導することが子宮内膜症の有効な治療になる可能性が示唆された。
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（学位論文審査の結果の要旨）（明朝体11ポイント、600宇以内で作成のこと。）
2型糖尿病治療薬であるメトホルミンが早期子宮体癌細胞株に対して増殖抑制効果を示すこと
は過去の報告ではわかっていたが、その作用機序におけるオートファジーの関与について検討
を行い、以下の点を明らかにした。
1）メトホルミンはWST8assay、CoIony formation assayを用い、時間依存性、溝度依存性
に増殖抑制効果を示した。
2）メトホルミンは10mM以上でカスパーゼー3ノ7、－8、－9の上昇を認め、内因系および外因
系経路の両方を介し、アポトーシスを誘導することを示した。
3）メトホルミンは、5m班以上でアタリジンオレンジ染色で赤色光の増強、Westernblotting
法でLC3BIIの上昇、p62の低下を認め、オートファジーを誘導することを示した。
4）オートファジーを3メチルアデニンで阻害するとアポトーシスの一部を抑制することを
示し、オートファジーのレギュレーターであるBeclinlをsiRNAでノックダウンしてもアポト
ーシスの一部を抑制することを示したことから、メトホルミンにおけるオートファジーの効果
は殺細胞的に働いていることを示した。
本論文は、メトホルミンの子宮体癌細胞株に対する増殖抑制効果の作用機序にオートファジ
ーが関与しているという新しい知見を与えたものであり、最終試験として論文内容に関連した
試問を受け合格したので、博士（医学）の学位論文に値するものと認められた。
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